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               論   文   の   要   旨 
 
 ミオイノシトールに6個のリン酸基がついたフィチン酸は、植物における主要なリンの貯蔵形態であり、
特に穀物に多く含まれている。穀物は家畜・家禽の飼料として広く用いられているが、反芻動物では反
芻胃内の微生物によってフィチン酸が分解されるが、非反芻動物では分解されずそのまま排泄され、環
境中のリン濃度の増加、すなわち湖沼などの富栄養化をもたらす一因となっている。また、フィチン酸
は各種必須栄養微量金属イオンのキレーターとして働くので、家畜・家禽の増殖阻害効果も有している。
これらを防止するために、飼料に対するフィチン酸分解酵素（フィターゼ）による前処理や、飼料への
フィターゼの添加が行われている。様々な養殖動物や様々な飼料に適用できる新しいタイプのフィター
ゼの発見が強く望まれている。 
 霞ヶ浦は我が国第二の湖であり、網イケスにおけるコイ養殖が盛んに行われ、コイヘルペスウィルス
症の発生によるコイ養殖の一次中止以前には、全国生産量の6割のコイを生産していた。コイなどの淡水
魚の飼料は、海水魚の飼料と比較して穀物成分の割合が高く、当然フィチン酸含量も高い。本研究は、
霞ヶ浦の底泥やコイなどの魚類消化管内容物を分離源として新たなフィターゼ生産菌の分離を試み、得
られた新規酵素について詳細な解析を行い、淡水魚養殖ならびに各種家畜・家禽養殖への利用や、環境
負荷低減に寄与することを目的として行われた。 
 
（１）新規フィターゼ産生株の取得と生理学的解析 
 霞ヶ浦底泥を分離源とし、フィチン酸を単一リン源とする集積培養により、10株のフィターゼ生産株
を得た。それらについて、菌体内外のフィターゼ活性を測定するとともに、16S rRNA遺伝子解析によ
る菌種の同定を行った。その結果、Burkholderia sp. a13株と命名された菌株のフィターゼ活性が最も
高かった。さらに、Burkholderia 属細菌からのフィターゼの報告は皆無であったため、本菌株のフィタ
ーゼについて詳細に解析を進めることとした。 
 本菌株のフィターゼはフィチン酸の存在によって誘導されたが、リン酸の添加による抑制は受けず、
グルコースやミオイノシトールの添加によって発現が抑制された。このことから、a13株は、フィターゼ
によってフィチン酸からリン酸を除去した後、炭素源として利用しているものと考えられた。これは、
多くのフィターゼ産生微生物が、フィチン酸をリン源として利用しているのと対照的な結果であった。 
 
（２）a13株フィターゼの精製と酵素学的諸性質の解析 
 本菌株のフィターゼは培養上清には存在せず、菌体画分に存在したので、菌体を破砕して得た無細胞
抽出液から酵素を精製した。得られた酵素は約44 kDaのモノマー酵素であり、至適pHは 4.5 前後、活
性の至適温度は 45~55℃ であり、酵素の活性は174 U/mgと市販の飼料添加用フィターゼよりも高かっ
た。本酵素は多くのリン酸化合物に対して活性を示したが、フィチン酸に対する親和性が最も高かった。
金属イオンや各種阻害剤の添加実験により、本酵素はフリーのSH基を活性に必要とすることが明らかと
なった。さらに、本酵素は溶液中での保存でも、4℃では1年間にわたってほぼ安定であり、30℃で5日間
放置しても80％以上の活性を有していた。 
 
（３）a13株フィターゼ遺伝子のクローニングと解析 
 精製酵素のN-末端アミノ酸配列、及び一部の内部アミノ酸配列情報に基づきデザインされたプライマ
ーを用いたPCRおよびinverse-PCRにより、a13株からフィターゼ遺伝子の全長を取得した。その結果、
本酵素は428 aaから構成されていることが明らかとなったが、上流部分に34 aaのプレ（プロ）配列を
有することもわかった。大腸菌での発現を試みた場合、上流部分を含む形で発現させた場合のみ活性の
あるフィターゼが得られたので、この上流部分が本酵素の「成熟」に重要な役割を果たしていることが
示唆された。本酵素のアミノ酸配列の既知フィターゼとの比較により、本酵素は HAP (histidine acid 
phosphatase)フィターゼファミリーに属するものと考えられたが、最も相同性が高いHafnia alveiの酵
素でも48％の同一性しか示さなかったこと、及び前述の酵素学的諸性質の特徴から、極めて新規性が高
い酵素であると考えられた。 
 水産養殖への実用化の可能性を探るために、コイや金魚の飼料を本酵素によって処理してみたところ、
飼料中の可溶性リンの含量が1.5~1.6倍に増大することも確かめられた。 
 
 
               審   査   の   要   旨 
 
 家畜・家禽養殖のみならず、水産養殖の効率化にも寄与しうるフィターゼ産生微生物を、それまで他
の研究者がほとんど検索対象としていなかった水圏から分離したことは興味深い。さらに、その生産株
と酵素の諸性質、遺伝子構造を明らかにし、既知のフィターゼとの生物学的・生化学的相違、すなわち
新規性の高さを明らかにしたと共に、実用に供しうる可能性も示したことは高く評価される。 
平成２７年１月２１日、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもとに論文の審査及び最終試
験を行い、本論文について著者に説明を求め、関連事項について質疑応答を行った。その結果、審査委員全
員によって合格と判定された。 
よって、著者は博士（農学）の学位を受けるのに十分な資格を有するものとして認める。 
